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Resumen  
La alfalfa es una de las leguminosas base en sistemas de alimentación para ovinos, sin embargo, una de las 
enfermedades recurrentes en este cultivo es la viruela (Pseudopeziza medicaginis), donde existe un incremento de los 
niveles de fitoestrógenos como mecanismo de defensa. El objetivo de esta investigación fue valorar la calidad seminal 
en ovinos alimentados con dietas que contenían alfalfa contaminada con tres niveles de Pseudopezisa medicaginis T1: 
10%, T2: 40%, y T3: 70%. Se utilizó un diseño de bloques completos al azar. Se evaluó volumen (VOL), mortalidad 
(MOR), concentración (CONC), morfología (MRF), movilidad masal (MMSL), e individual (MIDL). VOL y MOR no 
mostraron diferencias (P=0,4856 y P=0,5952 respectivamente) entre tratamientos. La CONC (P=0,0117) mostró 
diferencia, en T1 (4,63 Sp x 109) con respecto a T2 y T3. La MRF mostró diferencias (P=0,0016) entre tratamientos. En 
MMSL se observó diferencias (P=0,0001) entre tratamientos, con un valor máximo para T1 (4,43). Finalmente, la 
MIDL en T1 y T2 fue superior (P=0,0007) a T3. Se concluye que la ingesta de dietas que incluyan alfalfa contaminada 
(70%) con Pseudopeziza medicaginis tiene efectos nocivos sobre la morfología espermática y consecuentemente puede 
llegar a ser perjudiciales sobre los índices reproductivos. 
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Abstract  
Alfalfa is one of the basic legumes in feeding systems for sheep, however, one of the recurrent diseases in this crop is 
smallpox (Pseudopeziza medicaginis), where there is an increase in the levels of phytoestrogens as a defense 
mechanism. The objective of this investigation was to evaluate the seminal quality in sheep fed diets containing alfalfa 
contaminated with three levels of Pseudopezisa medicaginis T1: 10%, T2: 40%, and T3: 70%. A randomized complete 
block design was used. Volume (VOL), mortality (MOR), concentration (CONC), morphology (MRF), mass mobility 
(MMSL), and individual (MIDL) were evaluated. VOL and MOR showed no differences (P=0.4856 and P = 0.5952 
respectively) between treatments. The CONC (P=0.0117) showed difference, in T1 (4.63 Sp x 109) with respect to T2 
and T3. The MRF showed differences (P=0.0016) between treatments. In MMSL, differences were observed 
(P=0.0001) between treatments, with a maximum value for T1 (4.43). Finally, the MIDL in T1 and T2 was higher 
(P=0.0007) than T3. It is concluded that the intake of diets that include contaminated alfalfa (70%) with Pseudopeziza 
medicaginis has harmful effects on sperm morphology and consequently can be harmful on the reproductive indexes. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La especie ovina es utilizada en regiones templadas para la obtención de lana, carne y aprovechamiento de pastizales 
de repelo (Evans and Maxwell, 1987). Por otro lado, el aspecto reproductivo es muy importante dentro del proceso de 
producción, siendo entre los principales factores que alteran la reproductividad: la salud, edad, manejo y nutrición de 
los animales (Adams, 1990). El ovino está clasificado como un consumidor de gramíneas y forrajes (Hofman, 1993), 
existiendo preferencia por especies forrajeras. En este sentido, la alfalfa (Medicago sativa) es una leguminosa 
comúnmente utilizada en la alimentación de herbívoros por su alto valor proteico (Al-Naeem, 2008) y rendimiento en 
materia seca (de Vasconcelos et al., 2008). Sin embargo, un gran porcentaje de los pastizales de alfalfa son afectados 
por diferentes enfermedades foliares con apariencias similares pero diferentes agentes etiológicos como Pseudopeziza 
medicaginis, Uromyces striatus, Leptosphaerulina, Leptosphaerulina briosiana, y Cercospora medicaginis (Qin et al., 
2016). 
En este sentido, cuando existen condiciones adversas como temperatura y luminosidad inadecuadas (Rossiter, y 
Beck, 1966), o infestaciones fúngicas a nivel foliar causadas especialmente por Pseudopeziza medicaginis (Le Bars et 
al., 1990), la alfalfa incrementa la síntesis de sustancias fitoestrogénicas como coumarinas e isoflavonas, sustancias que 
se encuentran de manera natural en pequeñas cantidades en la planta. Los fitoestrógenos, tienen la capacidad de unirse 
con los receptores de estrógenos en el interior del organismo, provocando en los animales que los ingieren en grandes 
cantidades, alteraciones reproductivas por hiperestrogenización (Shemesh et al., 1972). El coumestrol es el 
fitoestrógeno que se encuentra en mayor cantidad en la alfalfa y sus efectos son de 30 a 100 veces más nocivos que las 
isoflavonas (Bickoff et al., 1962). 
Consecuentemente, se reportan varias investigaciones de los efectos que causan los fitoestrógenos sobre la fisiología 
reproductiva en hembras de varias especies de producción animal (Muñoz et al., 2002; Yohan et al., 2010). Sin 
embargo, los estudios en carneros son escasos, por lo que el objetivo de esta investigación fue cuantificar el efecto que 
tiene la inclusión de alfalfa contaminada con diferentes niveles de Pseudopeziza medicaginis en la dieta sobre la calidad 
del semen en carneros. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Sitio y manejo animal 
 
La identificación de Pseudopeziza medicaginis se realizó en el laboratorio de sanidad vegetal, el análisis seminal en 
el laboratorio de química, y el manejo animal en la granja experimental de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la 
Universidad Técnica de Ambato-Ecuador, ubicada a una latitud de 1º 22’08”, longitud 78º 36’22”, una altitud de 2890 
msnm, temperatura media de 13.4 ºC, precipitación media de 699.2 mm/año y humedad relativa del 77%. Se utilizaron 
18 carneros criollos adaptados a la zona, con una edad entre 1,5 a 3 años, con un peso vivo en promedio de 35 kg, y dos 
hembras adultas con características similares. Todos los animales fueron desparasitados y vitaminizados antes del inicio 
del experimento. Los animales fueron mantenidos bajo un sistema intensivo y alimentados con dos raciones 
experimentales de 500 g/animal en la mañana (8H00) y 600 g/animal en la tarde (15H00), recibiendo agua a voluntad.  
 
Manejo del cultivo 
 
En praderas identificadas con anterioridad, se recolectaron hojas de alfalfa con presencia de manchas foliares, y 
fueron ubicadas en cajas Petri con papel absorbente húmedo durante 7 días, tras transcurrir este tiempo, se tomó una 
muestra y se colocó en un portaobjetos y con el uso de un microscopio binocular Amscope® (10X) se identificó 
estructuras filiformes específicas de Pseudopeziza medicaginis. Posteriormente se cultivó el hongo en Agar papa 
dextrosa, utilizando una incubadora (red Line –by BINDER®) a 26° C, por15 días. Pasado este tiempo, se realizó un 
raspado de las muestras y se colocaron en tres botellas con 250ml de agua destilada para preparar soluciones con tres 
niveles de contenido del hongo (T1:10%, T2:40%, T3:70%) que sirvieron finalmente para contaminar con una bomba 
de aspersión manual (Century Sprayer® 20 L) parcelas experimentales de alfalfa. Cinco días después se realizó el corte 
de la alfalfa y se colocó en mallas expuestas al sol para su secado y molido. 
 
Dietas experimentales 
 
Se utilizó alfalfa con 10, 40 y 70% de contaminación con Pseudopeziza medicaginis, incluida en una dieta 
isoprotéica e isoenergética (Tabla 1) según los requerimientos de la NRC (2007). 
 
Experimento y colección de datos 
 
Se inició con un periodo de adaptación de 15 días, donde los animales se alojaron en corrales individuales y 
recibieron una alimentación basado en forraje verde y agua a voluntad, además se realizó la adaptación al proceso de 
extracción seminal mediante manipulación testicular, el uso de una vagina artificial (Aguirre et al., 2005) y se  estimuló 
el libido sexual con la presencia de una hembra con estro sincronizado (protocolo OVSYCH), también durante  este 
periodo se cambió progresivamente el forraje verde por alimento comercial en harina. Transcurrido el tiempo de 
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adaptación se inició con un periodo experimental de 45 días. Se administró las dietas experimentales con agua a 
voluntad, las muestras del semen fueron extraídas y analizadas semanalmente durante todo el periodo experimental.  
 
 
Tabla 1. Dieta experimental conteniendo alfalfa contaminada (T1:10%, T2:40%, T3:70%) con 
Pseudopeziza medicaginis 
 
Ingredientes 
Cantidad 
(kg) 
P.B. 
(g/kg MS -1) 
E.M. 
(Kcal /kg MS -1) 
Calcio 
(g/kg MS -1) 
Fosforo 
(g/kg MS -1) 
Alfalfa* 44 80 893,9 0,65 0,28 
Kikuyo 9 4,6 162,2 0,0126 0,040 
Raygrass 4 2,2 76,2 0,016 0,0064 
Maíz 31 24,8 1009,7 0,13 0,62 
Polvillo 5 6 136,4 0,003 0,009 
Afrecho de trigo 4 4,8 131,1 0,008 0,026 
Melaza 1 0,3 29,75 0,11 0,011 
Carbonato de calcio 1 0 0 0,38 0 
Fosfato di cálcico 1 0 0 0 0,18 
TOTAL 100 131 2439,2 2 1,2 
P.C: Proteína cruda. E.M: Energía metabolizable *Alfalfa contaminada con tres niveles de 
Pseudopeziza medicaginis 
 
 
Extracción y evaluación seminal 
 
Se utilizó vaginas artificiales de 10, 12, y 15cm de largo por 5,5 cm de diámetro (dependiendo el tamaño de animal). 
Para la extracción se llevó al macho junto a la hembra en estro y el momento del intento de monta se sujetó el pene del 
macho y se introdujo en la vagina artificial, se pudo observar movimientos naturales de cópula que finalmente 
terminaron con la eyaculación caracterizada por golpe de riñón. El semen se depositó en un tubo graduado ubicado en la 
vagina artificial. El semen, se mantuvo a 37°C en baño María para su posterior evaluación en laboratorio siguiendo la 
metodología descritas por el Cueto et al. (2016). Se realizaron 2 extracciones semanales por animal durante 6 semanas, 
dando un total de 216 eyaculados. 
El volumen del eyaculado fue medido directamente después de la extracción utilizando tubos graduados en ml. La 
concentración espermática se realizó con la muestra diluida 1:200 v/v utilizando la cámara de Neubauer bajo 
observación microscópica con 100 y 200 aumentos, contando el número de espermatozoides en un cuadrado grande (sin 
divisiones internas) por cada cuadrante y se repitió el conteo en uno de los cuadrantes elegido al azar, contándose en 
total 5 cuadrados. La concentración de espermatozoides/ml se calculó multiplicando el promedio de los 
espermatozoides contados en los 5 cuadrados por 0,1 mm3 x 10000ml/mm3 x 200 x 16.  
La motilidad se determinó homogeneizando el eyaculado por agitación del tubo de recolección, se retiró después 
una gota de semen con una pipeta entibiada y se colocó sobre un portaobjetos precalentado y se observó con un 
microscopio binocular (Amscope®) con 40 y 100 aumentos. La motilidad se estimó por el vigor del movimiento de las 
ondas (motilidad masal) e individual en una escala subjetiva entre 0 y 5 (0, mínimo; 5, máximo). Para determinar 
mortalidad se utilizó una prueba de supravitalidad. Se diluyó el semen en una solución hipoosmótica de fructuosa y 
citrato de sodio [(100 mosm/l) 1:100 v/v] a 37°C, durante 60 minutos, posteriormente se tomó una gota y se colocó en 
un portaobjetos precalentado y se observó con un microscopio binocular (Amscope®) con 100 aumentos. Se consideró 
los espermatozoides con colas enrolladas como vivos (reaccionados). Se cuantificó el porcentaje de muertos por cada 
200 espermatozoides.  
Para observar la morfología se tomaron 5 gotas de semen y 5 gotas de eosina-nigrosina colocados en un tubo de 
ensayo estéril donde se agitaron para homogenizar la muestra. Se colocó una gota de esta mezcla en un portaobjetos pre 
calentado, se realizó un frotis y se secó la lámina al aire por 5 minutos y observó con las anormalidades de la cabeza y 
cola con un microscopio binocular (Amscope®) con 100 aumentos. 
 
Análisis Estadístico 
 
Los datos obtenidos se sometieron a análisis de varianza en un diseño de bloques completamente al azar y Tukey 
5% para el análisis de comparación de medias. Para evaluar la posible tendencia lineales o cuadráticas en cada una de 
las variables y debido a los tratamientos, se realizó un análisis de contrastes ortogonales. Los resultados se analizaron 
utilizando el programa estadístico InfoStat® bajo el siguiente modelo lineal:   
 
Yij= µ + Ti + βj+ ∑ij  
 
Donde Yij es la variable dependiente, µ media de la población, Ti  efectos debido a los tratamientos, βj efecto del bloque, 
∑ij error experimental  
Aragadvay-Yungán et al. 2017/ 2 (1): 14 – 19   
 
 
17 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
El volumen y la mortalidad no mostraron diferencia P=0,4856 y P=0,5952 respectivamente entre tratamientos.  La 
concentración espermática (P=0,0117) mostró diferencia, con una mayor concentración para T1 (4,63 Sp x 109) con 
respecto al T2 y T3. Con respecto a la morfología espermática se encontró diferencias (P=0,0016) entre tratamientos 
reportando menores porcentajes de alteraciones morfológicas en los animales que fueron alimentados con alfalfa 
contaminada con 10% de Pseudopeziza medicaginis (T1). En cuanto a la movilidad masal se observó diferencias 
(P=0,0001) entre los tratamientos, observando una mayor movilidad en T1 (4,43). El valor para movilidad individual 
fue superior (P=0,0007) en T1 y T2 frente a T3 (Tabla 2). 
 
 
Tabla 2. Valores de calidad seminal de carneros alimentados con dietas conteniendo alfalfa contaminada 
con diferentes niveles de Pseudopeziza medicaginis 
 
 
T1 T2 T3 
Tendencia 
Lineal 
ESM 
Volumen (ml) 0, 71a 0, 78a 0, 66a NS 0,04 
Mortalidad (%) 15,90a 17,43a 15, 93a NS 0,52 
Concentración (Sp x 109/ml.) 4, 63a 4,25b 4, 13b * 0,07 
Morfología (%) 18, 90a 22,40a 35, 23b ** 2,14 
Movilidad masal* 4, 43a 4,03b 3, 47c *** 0,11 
Movilidad individual (%) 78, 83a 75,67a 69, 87b *** 0,52 
ESM: Error estándar de la media. abc: Medias con letras distintas entre columnas difieren 
significativamente (P<0,05). T1,2,3: tratamientos con 10,40 Y 70% de contaminación de Pseudopeziza 
medicaginis. Sp: número de espermatozoides.  Motilidad masal*: motilidad masal medida en una escala 
de 1 a 5. 
 
 
El volumen del eyaculado no mostró diferencias significativas entre los tratamientos. En este sentido se consideraría 
la afinidad de los fitoestrógenos para unirse y activar los receptores de estrógenos (Cederroth et al., 2012) situados en 
órganos tales como testículo, cerebro, conductos eferentes, próstata, y epidídimo, excepto en las vesículas seminales, 
lugar donde se han reportado la ausencia de dichos receptores estrogénicos (Yamashita 2004), y órgano principal para 
producción de líquido seminal (Henao et al 2004). En los que se refiere a la mortalidad, los valores estuvieron dentro 
del rango normal para esta especie (≤25%) (Salomón et al., 1990), y no mostraron diferencias significativas entre los 
tratamientos. Sin embargo, la concentración espermática de los carneros que fueron alimentados con las dietas con 
alfalfa contaminada con 40 y 70% de Pseudopeziza medicaginis mostraron diferencias significativas (p<0,05) en 
comparación al tratamiento control. Estos resultados estarían relacionados a los efectos disruptores de los 
fitoestrógenos, en este caso posiblemente el coumestrol, que modifican la síntesis y metabolismo de hormonas naturales 
a nivel endócrino (Sirotkin y Harrath, 2014), estos fitoestrógenos inhiben la interacción entre hormonas esteroideas y 
enzimas, inhibiendo también la unión de esteroides con proteínas transportadoras de esteroides y compitiendo con el 
estradiol (E2) por receptores alfa y/o beta estrogénicos a nivel de órganos reproductivos (Benassayag et al., 2002), 
causando disminución del peso testicular, reducción en la espermatogénesis, y niveles bajos de FSH y testosterona 
(Cederroth et al., 2012). Según Schulster et al., (2016), los receptores alfa estrogénicos se expresan en las células de 
Leydig. Estos receptores alfa, intervienen en las funciones de retroalimentación negativa de los estrógenos sobre la LH, 
controlando así los niveles séricos de la testosterona. Similar comportamiento se ha observado también con 
isoflavonoides, que actúan como inhibidores competitivos de la testosterona y la androstenediona (Benassayag et al., 
2002), existiendo reporte de disminución en la concentración espermática en carneros alimentados con trébol ricos en 
isoflavonas (Kaldas et al., 1989). 
En cuanto a las alteraciones morfológicas se encontró teratozoospermia a nivel de cola (cola enrollada y sin cola), 
que se relacionarían a efectos del coumestrol sobre células germinales como espermatocitos primarios, y espermátidas 
redondas relacionados con la espermatogénesis afectando la formación normal de espermatozoides (Retana-Márquez et 
al., 2016). Comprometiendo también a la esteroidogénesis en las células de Leydig, que posiblemente causen una 
disminución de la sensibilidad de estas células a la estimulación de LH. Además, la disminución de la testosterona 
puede estar relacionada a que los fitoestrógenos reducen la expresión y la actividad de las enzimas esteroideogénicas 
ejemplo la 17 beta hidroesteroide deshidrogenasa, disminuyendo así la esteroideogenesis (Retana-Márquez et al., 2016). 
Por otra parte, los fitoestrógenos también alteran la expresión de otros receptores celulares importantes en la 
reproducción como los de la oxitocina, la testosterona, y prolactina (McGarvey et al., 2001). Los ERβ se expresan en 
diferentes tejidos del aparato reproductivo del macho como en testículos, conductos eferentes, epidídimos, conductos 
deferentes y próstata. Así mismo, se ha demostrado su presencia en las células de Sertoli, las espermatogonias y los 
espermatocitos (Morito et al., 2002). 
En cuanto a las alteraciones en la movilidad masal e individual parece estar relacionado con el daño estructural que 
presenta el espermatozoide especialmente en la cola, la misma que es el órgano locomotor de los espermatozoides, 
siendo el responsable de la propulsión de estos, en los líquidos seminales (Salomón, 1990).  Además, el flagelo está 
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conformado por las mismas moléculas estructurales responsables del correcto reparto de cromosomas en la mitosis y 
meiosis, con lo que un flagelo irregular reflejará problemas en el reparto de cromosomas (Hafez, 2002), y no podrá 
competir con el bateo de un espermatozoide normal. Sin embargo, el mecanismo de acción aún no está completamente 
entendido y hace falta mayor investigación sobre los receptores y rutas intracelulares afectados por fitoestrógenos 
(Yohan et al., 2010). 
 
CONCLUSIONES 
 
El consumo de dietas que incluyan alfalfa contaminada con 70% de Pseudopeziza medicaginis tiene efectos nocivos 
sobre la morfología de los espermatozoides especialmente alteraciones en la cola y como consecuencia baja en la 
movilidad espermática tanto individual como masal, lo que podrían llegar a ser perjudiciales sobre índices 
reproductivos. 
 
Conflicto de intereses: Los autores declaran que no tienen conflicto de intereses. 
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